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基础 研究 


氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 引导 上 骨 再 生 膜 生物 相 容 性 
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南方 医科 大 学 附属 口腔 医院 /广东 省 口腔 医院 ,广东 广州 510280 


摘要 :目的 制备 一 种 新 型 的 聚 乳酸 -生物 玻璃 (Poly-L-Lactic Acid/Bioglass, PLLA/BG) 亲 水 性 纳米 纤维 膜 ,探讨 其 作为 引导 上 骨 


再 生 屏 障 膜 的 生物 相 容 性 。 方法 采用 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 纳 米 纤维 引导 骨 再 生 膜 ,改善 其 亲 水 性 能 ,将 人 成 骨 样 细胞 


(MG63) 接 种 于 膜 表 面 , 通 过 Hoechst 荧 光 染色 观察 其 在 膜 表 面 的 生长 ,计算 细胞 粘 附 率 及 增殖 率 , 检 测 MG63 细胞 碱 性 磷酸 酶 
活性 ,最 后 通过 扫描 电镜 观察 细胞 在 膜 上 生长 形态 及 钙 结 节 形 成 ,分 析 该 膜 生物 相 容 性 及 促成 骨 性 能 。 结果 氧 等 离子 处 理 的 
PLLA/BG 膜 在 1.3.6h 的 细胞 粘 附 率 分 别 为 (30.570+0.96)% (47.27+0.78)% (66.78+0.69)% ,细胞 黏附 率 高 于 两 组 膜 (P< 


0.01);3 组 膜 的 细胞 增殖 率 均 随时 间 延 长 提高 ,在 不 同时 间 点 氧 等 离子 处 理 的 PLLA/BG 膜 的 细胞 增殖 率 高 于 另外 两 组 (P< 
0.01);Hoechst 荧 光 染 色 中 可 观察 到 氧 等 离子 处 理 的 PLLA/BG 膜 表面 早期 有 更 多 细胞 黏附 ; 碱 性 磷酸 酶 活性 测定 实验 结果 显 
示 加 入 BG 的 复合 膜 可 在 早期 促进 成 骨 细 胞 分 泌 基 质 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01) ;扫描 电 镜 下 可 观察 到 MG-63 细胞 呈 梭 
形 , 黏 附 于 膜 表 面 ,与 复合 膜 相 互 交 联 ,形成 钙 结 节 。 结论 经 氧 等 离子 处 理 的 PLLA/BG 复合 膜 在 早期 可 促进 细胞 黏附 .增殖 及 


促进 成 骨 细胞 分 泌 基 质 , 具 有 良好 的 生物 相 容 性 和 促成 骨 性 能 。 
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Biocompatibility of poly-L-lactic acid/Bioglass-guided bone regeneration membranes 


processed with oxygen plasma 
FANG Wei, ZENG Shuguang, GAO Wenfeng 


Guangdong Provincial Stomatological Hospital Affiliated to Southern Medical University, Guangzhou 510280, China 


Abstract: Objective To prepare and characterize a nano-scale fibrous hydrophilic poly-L-lactic acid/ Bioglass (PLLA/BG) 
composite membrane and evaluate its biocompatibility as a composite membrane for guiding bone regeneration (GBR). 
Methods PLLA/BG-guided bone regeneration membrane was treated by oxygen plasma to improved its hydrophilicity. The 
growth of MG-63 osteoblasts on the membrane was observed using Hoechst fluorescence staining, and the biocompatibility of 
the membrane was evaluated by calculating the cells adhesion rate and proliferation rate. Osteogenesis of MG-63 cells was 
assessed by detecting alkaline phosphatase (ALP), and the formation of calcified nodules and cell morphology changes were 
observed using scanning electron microscope (SEM). Results The cell adhesion rates of PLLA/BG-guided bone regeneration 
membrane treated with oxygen plasma were (30.570+0.96)%, (47.27+0.78)%, and (66.78+0.69)% at 1, 3, and 6 h, respectively, 
significantly higher than those on PLLA membrane and untreated PLLA/BG membrane (P«0.01). The cell proliferation rates on 
the 3 membranes increased with time, but highest on oxygen plasma-treated PLLA/BG membrane (P«0.01). Hoechst 
fluorescence staining revealed that oxygen plasma treatment of the PLLA/BG membrane promoted cell adhesion. The 
membranes with Bioglass promoted the matrix secretion of the osteoblasts. Under SEM, the formation of calcified nodules and 
spindle-shaped cell morphology were observed on oxygen plasma-treated PLLA/BG membrane. Conclusion Oxygen 
plasma-treated PLLA/BG composite membrane has good biocompatibility and can promote adhesion, proliferation and 
osteogenesis of the osteoblasts. 

Key words: guided bone regeneration; oxygen plasma; poly-L-lactic acid; Bioglass 


口腔 引导 骨 再 生 术 中 屏障 膜 材 料 起 着 关键 作用 ""。 
目前 ,国内 外 关于 膜 材料 的 开发 研制 ,应 用 等 方面 仍 处 
于 探索 中 。 聚 乳酸 (Poly-L-Lactic Acid, PLLA) 具 有 良 
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好 的 生物 相 容 性 无 毒 . 可 生物 降解 等 优点 ,其 降解 产物 
偏 酸性 , 易 在 体内 引起 无 痛 性 炎症 反应 光 。 生 物 玻璃 是 
一 种 能 实现 特定 的 生物 .生理 功能 的 玻璃 。 将 生物 玻璃 
植 人 人 体 骨 缺损 部 位 , 它 能 与 骨 组 织 直 接 结 合 , 起 到 修 
复 骨 组 织 ,恢复 其 功能 的 作用 。 生 物 玻璃 降解 产物 和 释 
放 的 离子 可 上 调 在 成 骨 细胞 增殖 .代谢 和 细胞 连接 等 方 
面 发 挥 重 要 作用 的 一 些 蛋 白 ( 骨 钙 重 白 ECRIRE HE 
桥 蛋 日 等 ) 的 基因 表达 ,提高 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 活 性 , 促 
进 工 型 胶原 形成 ,加 速成 骨 过 程 , 较 羟 基础 灰 石 有 更 高 
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成 骨 率 “"。 本 研究 采用 聚 乳酸 与 生物 玻璃 复合 (PLLA/ 
BG) ,利用 了 二 者 各 自 优 势 , 聚 乳酸 本 身 良 好 机 械 性 能 
及 物理 性 能 , 相 容 性 与 可 降解 性 良好 ,良好 的 抗 拉 强度 
及 延展 度 弥 补 生物 玻璃 的 缺陷 , 聚 乳 酸 材料 表面 缺少 细 
胞 识别 位 点 ,生物 玻璃 可 作为 细胞 识别 位 点 ,增强 细胞 
在 其 表面 上 的 黏附 和 增殖 ,同时 生物 玻璃 可 缓冲 聚 乳 酸 
在 降解 过 程 中 的 酸性 产物 ””。 聚 乳酸 化 学 结构 缺乏 反 
应 官能 基因 ,具有 踊 水 性 ,对 细胞 黏附 性 弱 , 本 实验 通过 
低温 等 离子 技术 对 聚 乳 酸 表面 进行 改 性 ,可 在 不 影响 聚 
乳酸 自身 材料 特点 的 前 提 下 ,改善 聚 乳 酸 表面 的 杂 水 
性 、 务 结 性 和 生物 相 容 性 ,使 细胞 更 易于 番 附 与 材料 
表面 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 与 仪器 

左旋 聚 乳酸 (polylactic acid, PLLA)( 医 用 级 ,山东 
代办 生物 工程 有 限 公司 ); 纳 米 级 生物 玻璃 (华南 理工 大 
学 提供 ); 四 氢 呐 喃 (分 析 纯 ,广州 金华 大 化 学 试剂 有 限 
公司 ); 纤 维 素 半 透 膜 透析 袋 (上 海 伯 奥 生 物 科 技 有 限 公 
司 ) ;无 水 氯 化 钙 (分 析 纯 ,国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 
司 ); 无 水 乙醇 (分 析 纯 ,国药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 ); 
CellTiter 96? MTS 细胞 增殖 检测 试剂 盒 (Promage 公 
司 ,美国 ); 硝 基 葵 磷酸 盐 片 剂 (Sigma 公 司 , 美 国 ); 低 温 
冰箱 (Thermo 公 司 ,美国 ) ;冷冻 干 燥 机 (Virtis Genesis 
公司 ,美国 );JSM-6330F 冷 场 扫 描 电 镜 ( 中 山大 学 测试 
中 心 提供 );DG-0I 低 温 等 离子 体 处 理 仪 (苏州 奥秘 格 机 
电 科技 有 限 公司 )。 
1.2 复合 膜 的 制备 

取 微 纳米 BG 粉 来 , 置 于 四 氧 呐 喃 溶液 中 ,使 用 超 
声波 震荡 对 其 进行 分 散 , 再 称 取 一 定量 的 医用 PLLA， 
使 PLLA 与 BG 的 质量 比 为 9:1, 加 入 四 和 氨 叶 喃 溶液 中 ， 
制 得 含 PLLA/BG 溶 液 。 将 含 两 者 的 溶液 在 60 水浴 
中 加 热 回流 搅拌 2 h, 待 其 溶解 ,转移 至 模具 中 ,并 迅速 
放 入 -20 CHKA P ,形成 凝 胶 后 在 凝 胶 化 温度 下 至 少 
持 2 h。 将 凝 胶 转 和 人 4 % 冰 箱 中 进行 水 置换 1 d, 在 冷冻 
干燥 机 中 (-55 % ,气压 低 于 50 Pa) 干 燥 48 h, 得 到 
PLLA/BG 纳 米 纤维 复合 膜 。 将 膜 材 料 放 入 反应 瓶 中 进 
行 等 离子 体 改 性 。 等 离子 体 放电 频率 为 13 MHz,O; 流 
速 为 50 ml/s, 保 持 体系 的 压强 为 20 Pa, 在 100 W 放电 
功率 条 件 下 处 理 , 处 理 时 间 为 2 min, 得 到 表面 富 含 氧 极 
性 官能 团 的 PLLA/BG 复 合 膜 。 
1.3 复合 膜 的 生物 相 容 性 
1.3.1 复合 膜 的 处 理 将 3 组 膜 (PLLA 膜 .PLLA/BG 
复合 膜 、 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 复 合 膜 ) 制 备 成 边 长 
1 cm 高 度 1 mm 的 正方 形 薄 片 ,以 及 裁 制 好 的 边 长 
为 1 cm 的 正方 形 载 玻 片 均 行 Co" 辐 照 24 h 消 毒 , 使 用 


前 用 紫外 线 照射 30 mim 备用 。 
1.3.2 MG63 成 骨 细 胞 的 培养 将 人 成 骨 样 细胞 MG63 
转移 至 培养 瓶 ,于 37 CE5% CO; 的 恒温 孵育 箱 内 培 
养 于 含 10% 胚 牛 血清 .100 U/ml 青 霉 素 和 100 ug/ml 链 
A311] DMEM 低糖 培 养 基 中 , 待 细胞 融合 至 80% 后 ,去 
除 培 养 基 , 加 入 含 0.02% EDTA 的 0.25% 胰 蛋白 酶 消化 
细胞 ,细胞 计数 板 计数 后 调整 细胞 密度 , 按 1:3 比例 传 
代 培 养 。 
1.3.3 复合 膜 上 MG63 细胞 细胞 黏附 率 检 测 接种 100 ul 
密度 为 1x10' 的 细胞 悬浮 液 于 24 孔 板 内 已 预 湿 的 3 组 
膜 。 接 种 后 1.3.6h 分 别 测定 实验 组 和 对 照 组 的 细胞 黏 
附 率 ,每 组 每 次 取出 3 孔 , 吸 出 培养 基 , 计 算 培 养 液 中 的 
细胞 数目 (Al) ,取出 材料 后 ,对 该 孔 贴 孔 壁 细胞 消化 , 计 
数 为 A2。 按 以 下 公式 : 

细胞 黏附 率 =[(A0-Al-A2XA0]x100% ,其 中 A0 为 
接种 细胞 数 。 
1.3.4 复合 膜 上 MG63 细胞 黏附 能 力 观察 接种 100 hl 
密度 为 Sx10 的 MG63 细胞 悬 液 于 24 孔 板 内 已 预 湿 的 3 
组 膜 ,分 别 培养 1.3、6h 后 取出 ,PBS 漂 洗 ,加 入 4% 多 聚 
甲醛 固定 10 min, 反 复 PBS 漂洗 , 滴 加 10 ug/ml 的 
Hoechst 液 体 300 hl, 于 室温 孵育 30 min, PBS 冲洗 , 滤 
纸 吸 去 表面 残留 PBS 液 体 ,立即 人 获 光 显微镜 下 观察 。 
1.8.5 复合 膜 上 MG63 细胞 增殖 率 检 测 接种 100 pl1 密 
度 为 Sx10: 细 胞 悬浮 液 ,于 24 孔 板 内 已 预 湿 的 3 组 膜 ,分 
别 于 1.3.5 d 取 出 材料 ,漂洗 ,移入 新 24 孔 板 ,加 入 新 鲜 
培养 基 300 hl 后 避 光 加 入 MTS 60 ul, EA 37 % 恒 温 箱 
孵育 3 后 ,每 孔 取 2 次 ,每 次 取 100 由 加 入 9%6 孔 板 , 置 
于 酶 标 仪 内 于 波长 为 490 nm 处 测量 各 孔 吸 光度 值 。 
1.3.6 复合 膜 上 MG63 细胞 碱 性 磷酸 酶 (ALP) 活 性 测定 
接种 100 pl 密度 为 5x10 的 MG63 细胞 有 惹 液 于 24 孔 板 
内 已 预 湿 的 3 组 膜 , 置 于 孵育 箱 中 培养 3.7、.14 d, JHPBS 
荡 洗 3 次 ,每 孔 加 入 200 ul 1% Triton X-100, 静 置 于 
4 冰箱 裂解 10~15 h, 每 孔 取 30 nl 加 入 96 孔 板 中 , 按 
照 ALP 检 测试 剂 盒 操作 说 明 依次 加 入 各 试剂 后 ,使 用 
酶 联 免疫 检测 仪 在 520 nm 波长 下 测定 各 孔 吸 光 值 。 
1.3.7 复合 膜 上 MG63 细胞 形态 观察 将 预 湿 氧 等 离子 
处 理 PLLA/BG 复 合 膜 置 于 24 孔 板 内 ,接种 100 hl1 密 度 
为 1x10' 的 MG63 细 胞 悬 液 。 分 别 培养 3.7 d 后 弃 培 养 
基 , 用 2.5% 成 二 醇 4% 固 定 过 夜 ;梯度 乙醇 溶液 逐 级 脱 
水 ; 喷 金 ;扫描 电子 显微镜 下 观察 在 样本 表面 的 形态 及 
钙 结 节 形成 状态 。 
1.4 统计 学 分 析 

使 用 SPSS 19.0 软 件 进行 数据 分 析 , 所 有 计量 数据 
均 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 组 间 比 较 采用 析 因 方差 分 析 , 单 
因素 方差 分 析 , 组 内 多 重 比 较 采 用 SNK 方 法 ,P<0.05 为 
差异 有 统计 学 意义 。 
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结果 间 点 的 细胞 粘 附 率 差 异 无 统计 学 意义 (P>0.05) ,经 氧 等 
2.1 复合 膜 上 MG63 细胞 细胞 黏附 率 离子 处 理 的 复合 膜 粘 附 率 高 于 其 他 两 组 ,差异 均 有 统计 


随 细 胞 接种 时 间 的 延长 ,3 组 膜 的 细胞 粘 附 率 均 有 ”学 意义 (P<0.001, 表 1)。 
曾 高 ,其 中 PLLA 与 未 处 理 PLLA/BG 两 组 膜 在 3 个 时 


表 1 3 组 复合 膜 上 MG63 细 胞 细胞 黏附 率 比 较 


Tab.1 Comparison of adhesion rates of MG 63 cells on the 3 membranes (%) 


Time 
Group F P 
lh 3h 6h 
PLLA 10.35+0.77 11.32+0.92 21.71+0.70 310.864 0.000 
PLLA/BG 11.39+0.55 11.93+0.74 21.28+0.90 279.963 0.000 
PLLA/BG treated by oxygen plasma 30.57+0.96* 47.27+0.78* 66.78+0.69* 2448.336 0.000 
F 1074.571 3184.149 5763.382 
P 0.000 0.000 0.000 
*P«0.05 vs PLLA group and PLLA/BG group. 
22 复合 膜 上 MG63 细胞 黏附 能 荧光 量 增加 ,而 6 h 时 MG63 细 胞 在 各 组 膜 的 茜 附 率 均 


在 放大 倍数 为 100 倍 的 低 倍 显微镜 下 可 以 看 到 1 h ”增高 ,经 氧 等 离子 处 理 的 复合 膜 上 灾 光 量 显著 增加 (图 1)。 
时 细胞 核 开 始 呈 现 弥散 相对 较 均 匀 的 蓝 色 荧光 ,3 h 时 


6h 


" 


图 1 MG63 细 胞 在 3 组 膜 上 生长 荧光 图 
Fig.1 Fluorescence images of MG 63 cells on the 3 membranes (Original magnification: x100). A: MG 63 cells on PLLA 


membrane; B: MG 63 cells on PLLA/BG membrane; C: MG 63 cells on PLLA/BG membrane treated by oxygen plasma. 
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2.3 复合 膜 上 MG63 细胞 增殖 率 

随 细胞 接种 时 间 的 延长 ,3 组 膜 的 细胞 增殖 率 均 有 
提高 ,其 中 经 过 和 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 膜 细胞 增殖 率 
在 3 个 时 间 点 均 高 于 PLLA 膜 或 未 处 理 PLLA/BG 膜 ， 


表 2 3 组 膜 MG63 细 胞 增殖 率 比 较 


差异 有 统计 学 意义 (P<0.01, 表 2) ,未 处 理 PLLA/BG 膜 
与 PLLA 膜 细胞 增殖 率 差 异 不 存在 统计 学 意义 (P> 
0.05, 表 2)。 


Tab.2 Comparison of proliferation rates of MG 63 cells on the 3 membranes 


Time 

Group F P 

ld 3d 5d 
PLLA 0.207+0.008 0.270+0.007 0.340+0.004 4492.037 0.000 
PLLA/BG 0.208+0.007 0.275+0.012 0.343+0.006 295.490 0.000 
PLLA/BG treated by oxygen plasma 0.423+0.007* 0.518+0.006* 0.589+0.006* 812.086 0.000 
F 1380.615 3194.814 4386.647 
P 0.000 0.000 0.000 


*P<0.05 vs PLLA group and PLLA/BG group. 


2.4 复合 膜 上 MG63 细胞 ALP 活 性 
MG63 细胞 在 3 组 膜 上 的 ALP 活 性 总 体 趋势 呈 随 
时 间 推 移 先 增高 后 降低 ,在 第 7 天 达 峰 值 。 在 第 1 天 加 


表 3 3 组 膜 MG63 细 胞 ALP 活 性 比较 


A BG 的 两 组 膜 OD 值 高 于 PLLA 膜 LP<0.01, 表 3) ,在 
男 外 两 个 时 间 点 ,3 组 膜 OD 值 差 异 无 统计 学 意义 (P> 
0.05, 表 3)。 


Tab.3 Comparison of alkaline phosphatase activity of MG 63 cells on the 3 membranes 


Time 


Group F P 
3d 7d 14d 

PLLA 0.62050.019 0.681+0.012 0.598+0.012 11.433 0.002 

PLLA/BG 0.678+0.022* 0.696+0.020 0.599+0.011 10.894 0.002 

PLLA/BG treated by oxygen plasma 0.678+0.013* 0.697+0.012 0.609+0.020 6.042 0.015 

F 13.407 1.469 0.680 

P 0.001 0.269 0.525 


*P«0.05 vs PLLA group. 


2.5 复合 膜 上 MG63 细胞 形态 观察 

扫描 电镜 下 可 见 在 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 复合 
膜 上 培养 3 d 后 ,MG63 细胞 呈 梭 形 ,黏附 于 膜 表 面 , 开 
始 向 各 方向 伸 出 伪 足 ,与 复合 膜 相 互 交 联 ( 图 2)。 经 7d 
培养 后 ,细胞 增殖 数量 增多 , 呈 片 状 生 长 趋势 ,同时 钙化 
结 节 数量 逐渐 增多 。 当 细胞 生长 逐渐 汇合 为 单 层 后 ,其 
增殖 速度 将 减 慢 , 胞 体 增 大 , 继 之 会 分 刻骨 细胞 外 基 
质 。 可 观察 到 成 骨 细 胞 分 泌 球形 基质 ,这 些 球形 基质 相 
互 融合 聚 成 团 状 。 当 成 骨 细 胞 在 复 层 生长 上 有 聚集 成 
团 的 现象 ,是 集落 样 生长 ,集落 的 中 心 因 细胞 相互 重 羞 
而 使 细胞 的 分 界 变 得 很 模糊 ,而 外 周 的 细胞 可 见 突起 相 
互 交 织 , 并 日 这 些 集落 在 文 架 材料 中 是 一 种 立体 团 块 的 
存在 ,与 此 同时 ,成 骨 细 胞 所 分 泌 的 基质 发 生 矿 化 ,形成 
钙化 结 节 (图 3)。 


3 讨论 


屏障 膜 材 料 是 引导 骨 青 生 技术 的 核心 ,理想 的 屏障 


材料 在 具有 屏障 作用 的 基础 上 ,应 当 具 备 骨 引导 及 骨 诱 
导 作 用 。 生 物 膜 本 身 就 是 一 种 载体 支架 材料 , 它 能 促进 
骨 前 体 细胞 的 黏附 .定植 和 增殖 ,从 而 促进 它们 分 化 为 
具有 成 骨 效能 的 成 骨 细 胞 皇 ”。 低 温 等 离子 技术 可 在 不 
影响 聚 乳酸 自身 材料 特点 的 前 提 下 ,有 效 改 善 聚 乳酸 的 
杀 水 性 能 。 因 此 本 研究 试图 将 生物 玻璃 与 聚 乳酸 复合 , 利 
用 低温 等 离子 技术 ,制备 一 种 新 型 亲 水 性 引导 骨 再 生 膜 。 
在 本 实验 中 MG63 细胞 的 黏附 率 和 增殖 率 结果 均 
表明 经 氧 等 离子 处 理 的 复合 膜 具 有 良好 的 生物 相 容 
性 。 细 胞 的 黏附 是 成 骨 细胞 与 支架 材料 相 接触 的 第 一 
步 。 细 胞 粘 附 包 括 早期 细胞 外 基质 蛋白 的 附着 以 及 晚 
期 的 细胞 粘 附 ,早期 的 附着 仅仅 是 物理 性 吸附 ,后 期 才 
是 信号 传导 通路 介 导 的 烙 附 忠 。 在 1.3.6 了 三 个 时 间 点 
的 3 组 膜 细 胞 粘 附 率 比较 结果 表明 ,经 氧 等 子 处 理 的 
PLLA/BG 膜 表面 亲 水 性 改善 ,在 早期 促进 细胞 黏附 于 
复合 膜 表 面 , 另 外 两 组 材料 由 于 聚 乳 酸 本 身 其 踊 水 性 ， 
阻碍 细胞 与 材料 表面 莫 附 ,导致 膜 的 细胞 烙 附 率 低 。 细 
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图 2 第 3 天 MG63 细 胞 在 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 复合 膜 上 的 生长 状况 
Fig.2 Scanning electron microscopy of MG 63 cells on PLLA/BG membrane treated by oxygen 


plasma on the third day. A: x750; B: x1500. 


图 3 第 7 天 MG63 细 胞 在 氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 复合 膜 上 的 生长 状况 
Fig.3 Scanning electron microscopy of MG 63 cells on PLLA/BG membranes treated by 


oxygen plasma on day 7. A: x750; B: x1500. 


胞 的 另 一 个 生物 相 容 性 检测 指标 是 增殖 率 。MTS 法 是 
用 比 色 法 在 细胞 增殖 细胞 毒性 或 化 学 灵敏 性 检测 中 确 
定 活 性 细胞 数目 的 一 种 新 型 甲 膜 化 合 物 ,其 优点 如 下 : 
易于 使 用 , 配 好 MTS 液 后 直接 加 入 到 细胞 中 孵育 ,然后 
读 取 吸光 度 值 ,不 需 洗涤 或 收获 细胞 ,不 需要 挥发 性 有 
机 溶剂 来 溶解 甲 膜 化 合 物 “"。 实 验 结果 表明 各 组 材料 
上 的 DD 值 逐 渐 增 加 ,保持 了 正常 的 分 裂 增殖 速度 。 经 过 
氧 等 离子 处 理 PLLA/BG 膜 的 细胞 增殖 率 在 3 个 时 间 点 
均 优 于 另外 两 组 材料 ,这 表明 经 表面 改 性 后 的 复合 膜 更 
适合 MG-63 细 胞 的 生长 。 

由 Hoechst 染 色 染 色 结 果 可 分 析 细胞 在 3 组 膜 上 的 
黏附 情况 。 由 于 PLLA 下 水 性 ,细胞 与 复合 膜 间 条 附 性 
弱 ,经 过 PBS 反 复 漂 洗 ,导致 1h 和 3 h 时 仅 有 极 少量 的 
细胞 黏附 在 PLLA 膜 或 未 处 理 PLLA/BG 膜 表 面 , 经 过 
氧 等 离子 处 理 后 复合 膜 在 早期 明显 促进 细胞 黏附 ,从 不 
同时 间 段 Hoechst 染 色 观 察 结果 证 明 经 氧 等 子 处 理 的 
PLLA/BG 膜 表面 亲 水 性 改善 ,利于 细胞 与 材料 表面 接 
触 ,在 早期 促进 更 多 细胞 黏附 .定植 于 材料 表面 。 

ALP 的 表达 被 认为 是 细胞 外 基质 成 熟 期 的 早期 标 


志 , 是 反映 成 骨 细胞 在 体外 分 化 为 成 熟 骨 细胞 和 基质 矿 
化 的 重要 指标 品 。 在 体外 实验 中 ,ALP 和 党 在 成 骨 细胞 分 
化 及 成 熟 的 早期 标志 ,其 分 泌 水 平 高 低 与 体外 矿 化 能 力 
成 正 相 关 。 本 实验 中 ,在 第 1 天 加 入 BG 的 两 组 复合 膜 
表面 MG63 细胞 的 ALP 活 性 优 于 PLLA 膜 ,于 第 7、14 
天 与 PLLA 膜 无 显著 差异 ,提示 加 入 的 BG 可 在 早期 提 
高 细胞 ALP 活 性 ,促进 成 骨 细 胞 分 泌 基 质 及 矿 化 ,在 晚 
期 无 明显 促进 作用 ,这 亦 可 能 与 本 次 实验 BG 含量 较 少 
有 关 。 

扫描 电镜 下 观察 MG63 培 养 3 d 后 ,MG63 细胞 扁 
平 黏附 于 膜 表 面 , 呈 梭 形 , 伪 足 伸 出 , 穿 过 孔 隐 ,与 复合 
膜 紧密 缠绕 ,经 7 d 培 养 后 ,细胞 明显 数量 增多 , 呈 片 状 
生长 。 并 观察 到 成 骨 细 胞 分 泌 球 形 基质 , 且 发 生 矿 化 ， 
形成 钙化 结 节 。Bellow 等 "研究 表明 ,每 一 个 钙化 结 节 
都 是 有 一 个 能 形成 结 节 的 成 骨 细 胞 经 过 长 达 2~3 周 的 
增殖 分 化 而 形成 的 。 钉 结 节 是 成 骨 细 胞 成 熟 的 主要 标 
志 , 钙 化 结 节 的 形成 是 因为 成 骨 细 胞 的 复 层 生长 ,必须 
经 过 3 个 时 期 :成 骨 细 胞 快速 增殖 期 .细胞 外 基质 成 熟 期 、 
基质 矿 化 期 ,只 有 进入 成 熟 期 后 , 才 有 矿 化 的 可 能 。 
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体外 培养 成 骨 细胞 连续 培养 的 情况 下 可 形成 钙化 结 节 ， 
钙化 结 节 是 成 骨 细胞 经 过 一 定时 期 增殖 而 形成 代表 成 
骨 细胞 增殖 分 化 成 熟 鉴定 成 骨 细胞 形成 的 重要 标志 , 直 
接 反 应 成 骨 细 胞 诱导 基质 矿 化 的 能 力 

综 上 所 述 ,本 研究 所 制备 的 PLLA/BG 引 导 骨 再 生 
膜 具 有 和 良好 的 生物 相 容 性 以 及 较 佳 的 细胞 亲和力 ,并 且 
可 以 促进 成 骨 细胞 的 生物 学 功能 ,使 成 骨 细胞 较 旺 盛 地 
分 泌 细 胞 基质 ,可 作为 引导 骨 再 生 屏 障 膜 的 备 选 材料 。 
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